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 要  旨 
【背景・目的】 
生体内にてタンパク質は DNA からの転写、RNA の翻訳により発現され、フォールディングと
いう過程を得て機能を発揮する。細胞に外来タンパク質を発現させる際、特定のアミノ酸配列か
らなるオルガネラ移行シグナルを付加すると、そのタンパク質を特定のオルガネラへ局在させる
ことができる。この手法はオルガネラの機能を調べる実験だけでなく、各種蛍光性プローブを用
いてオルガネラ内のシグナル分子の動態を調べる実験においても重要である。しかしながら、実
際には移行シグナルを付与してもタンパク質の種類や細胞系によってそのオルガネラ局在が不十
分な場合がある。本研究では、翻訳後のタンパク質フォールディングを抑制する細胞質分子シャ
ペロンの共発現およびタンパク質をユビキチンプロテアソームへと分解へと促す不安定化ドメイ
ン(DD)の融合によって、外来タンパク質のオルガネラ局在改善を試みた。 
【方法】 
(1)細胞質分子シャペロンの共発現によるミトコンドリア(Mt)局在評価：シトクロームｃ酸化酵素
由来の Mt 移行配列を付与した mito-EYFP、mito-Venus と共に分子シャペロン HSP70、加えて
そのコシャペロンとして知られる HSP40、HSP90 の cRNA をマウス卵に注入して発現させ、Mt
標識蛍光試薬 MitoTrackerⓇ DeepRed（MTDR）で染色した。共焦点顕微鏡により蛍光タンパク
質と MTDR の蛍光像を同時に取得し、発現した蛍光タンパク質の Mt 局在率を算出した。 
(2)DD 融合によるオルガネラ局在評価：Mt 移行シグナルおよび小胞体(ER)移行シグナルを有し
た EYFP、Venus に DD を融合させた改変体を作成し、マウス卵に発現させてオルガネラ局在を
評価した。応用としてタンパク質 Ca2+プローブ D1ERcpV に DD を融合させた DD-D1ERcpV を
卵に発現させて、細胞質 Ca2+変化に対するシグナル動態からプローブ性能を評価した。 
【結果】 
 細胞質分子シャペロンの共発現および DDによる不安定化のいずれの方法でも蛍光タンパク質
の Mt 局在改善は為されなかった。それに対して、DD による不安定化により Venus の ER 局在
は僅かに改善が見られていた。さらに D1ERcpV への応用では、D1ERcpV では細胞質側の Ca2+
濃度変化を一部取得してしまう動態が見られたのに対して、DD-D1ERcpV ではそのような動態
は見られず、予想された小胞体内部の Ca2+動態が見られた。この結果からも、小胞体へのタンパ
ク質局在に対して DD の融合は改善をもたらしたと考えることができる。 
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  EDTA Ethylenediamine tetra acetic Acid 
  ER  Endoplasmic Reticulum 
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1 
 
第１章 研究背景 
1.1 タンパク質のオルガネラ移行 
 タンパク質は、糖や脂質と共に細胞を構成する重要な要素の 1 つである。DNA からの転
写、RNA の翻訳により発現され、適切な三次元構造を形成するフォールディングという過
程を得て機能を発揮する。特に細胞自身が持つ遺伝子から発現される内在性タンパク質が、
特定のオルガネラに輸送されることは、そのオルガネラが正常に機能するために必要不可
欠である。通常そのようなタンパク質は、遺伝子に各オルガネラ特異的な移行シグナルを有
している。また、細胞が本来発現しないような外来性のタンパク質も内在性のタンパク質と
同様に移行シグナルを遺伝子配列に付与することで、特定のオルガネラへの移行が行われ
る。移行シグナルは、15~60 ほどのアミノ酸から成る短いペプチド配列であり、ミトコンド
リアや小胞体、ゴルジ体、核、ペルオキシソームなど各種オルガネラへのタンパク質局在を
指示するものが知られている。本研究で対象となるミトコンドリア(Mito)への局在において
移行シグナルが付与されたタンパク質は、リボソームからの翻訳後、フォールディングが行
われない状態(アンフォールディング状態)でミトコンドリア外膜上の TOM 複合体にてシグ
ナルを認知された後、ミトコンドリア内膜の TIM23 複合体を通過してミトコンドリア内部
へと入り込む（図 1-1）。ミトコンドリアへの移行シグナルとしては、電子伝達系の複合体
Ⅳとしても知られる膜貫通タンパク質複合体シトクローム C オキシダーゼ、そのサブユニ
ット 8(COX8)の N 末端前方配列が移行シグナルとして用いられている(Haggie and 
Verkman., 2002)。また、もうひとつの対象である小胞体(ER)への局在では、移行シグナル
を付与されたタンパク質は、リボソームからの翻訳途中にシグナル認識粒子によって認識
され、一時的に翻訳がストップされる。その後、小胞体膜上のシグナル認識粒子受容体へと
運ばれ、翻訳開始と同時に小胞体内部へと入り込む（図 1-2A）。小胞体への移行シグナルと
しては小胞体内在タンパク質カルレティキュリン由来のシグナルが知られている
(Sönnichsen., 1994)。小胞体内部のタンパク質は、通常ゴルジ体へと輸送されるが、それと 
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図 1-1 タンパク質ミトコンドリア移行 
RNA から翻訳されたタンパク質はアンフォールディング状態でミトコンドリア外膜の
TOM 複合体により移行シグナルを認識される。続いて、ミトコンドリア内膜の TIM23 複
合体を通過しミトコンドリア内部に入りこむ。その後、ミトコンドリア内部でフォールディ
ングを起こし、タンパク質の機能を発揮する。 
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図 1-2 タンパク質小胞体移行 
(A) 小胞体移行シグナルによるタンパク質小胞体移行機構 
(B) KDEL 配列によるタンパク質小胞体残留機構 
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は逆の輸送を行う経路も存在する。それは小胞体残留シグナルの有無によって起こる。小胞
体残留シグナルは KDEL(リシン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ロイシン)配列として知
られており、タンパク質の C 末端にこの配列を付与したタンパク質はゴルジ体から小胞体
へと送り返される(図 1-2B)。移行シグナルを N 末端、KDEL 配列 C 末端に有することで小
胞体へのタンパク質局在が可能となる(Andres, 1990)。これらの移行シグナルを付与しても、
タンパク質の種類、細胞系によってオルガネラ局在は不十分な場合がある。以前我々の研究
室では、黄色蛍光タンパク質 EYFP およびその改変体 Venus にミトコンドリア移行シグナ
ルを付与したものを卵細胞内に発現させた。しかしながら、その蛍光は細胞全体に見られる
結果となり、ミトコンドリアへの局在は不十分であった。Venus と EYFP では、蛍光特性
に大きな差異はないが、フォールディングの速度が異なっている(Nagai et al., 2002)。Venus
は EYFP のフォールディング速度の約 14 倍であり、速度が速いことによって生じる細胞質
での早期フォールディングがミトコンドリア局在率の低下要因のひとつであると考えられ
る。 
 
1.2 細胞質分子シャペロン 
分子シャペロンタンパク質は、翻訳されたアミノ酸鎖のフォールディングを防ぐ役割や
不適切なフォールディングを受けたタンパク質の修復や分解の役割を担うタンパク質であ
る。分子シャペロンタンパク質の機能を持つことが知られているものとしてヒートショッ
クプロテイン (HSP) とよばれるタンパク質群が挙げられる（Tissières et al., 1974）。HSP
は細胞が熱などのストレス条件下にさらされた際に発現量を上昇させるタンパク質であり、
その分子量によってそれぞれ名前が付けられている。中でも細胞質に存在する分子量 70 の
HSP (HSP70) は、翻訳されたタンパク質のミトコンドリアや葉緑体への移行に深く関与し
ていることが分かっている（Deshaies et al., 1988)。HSP70 は翻訳後のタンパク質に結合
し、ミトコンドリア膜の透過を可能とするために、一時的にアンフォールディング状態を維
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(A) 
 
(B) 
 
図 1-3 HSP70 の分子シャペロン効果 
（A）HSP70 のフォールディング抑制機構（B）HSP70 コシャペロンによる制御機構 
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させる機能を持つ（図 1-3A）。対象となるタンパク質との親和性は ATP 結合型と ADP 結
合型とで変化することが知られている(Radons., 2016)。ADP 結合型ではタンパク質と強く
結合し、対照的に ATP 結合型ではタンパク質を解離しやすくなる。HSP70 のタンパク質親
和性の制御機構には、HSP40 や HSP90 がコシャペロンとして働き、タンパク質の一時捕
捉や HSP70 への誘導に関与しているとされる(Michael., 1998,Radons., 2016)（図 1-3B） 
 
1.3 タンパク質不安定化ドメイン 
複雑な生物の機能を理解するために、特定のタンパク質量を細胞内にて可逆的に変更で
きるツールとして、タンパク質の不安定化が用いられる。不安定化に用いられるタンパク質
は、結合する特定のリガンド存在下で安定的、リガンドの非存在下で不安定となる。不安定
となったタンパク質は細胞によるタンパク質品質管理を受け、迅速にユビキチン-プロテア
ソームによってペプチドへと分解される。これらのタンパク質を不安定化ドメイン
(Destabilizing Domain : DD)として他のタンパク質と融合させることで、その不安定性を
融合タンパク質に与えることができる。DD を融合したタンパク質も特定のリガンド存在下
で安定的、リガンドの非存在下で不安定となる。この特性を利用することでリガンドの量依
存的なタンパク質量制御が行われている(Schoeber et al., 2008)。不安定化タンパク質とし
ては、FK506 およびラパマイシン結合タンパク質 hFKBP1A や大腸菌ジヒドロ葉酸レダク
ターゼの変異体(ecDHER)が用いられている(Iwamoto et al., 2010)。特に hFKBP1A タン
パク質は哺乳類細胞発現時に、迅速に分解されることがわかっており、遺伝子改変とそれに
伴うリガンドに対する研究が行われている(Pollock and Clackson, 2002)。タンパク質量の
調節に優れた改変体とリガンドの組み合わせとして、hFKBP1A の 107 のアミノ酸残基の
うち 3 番目のバリンをアラニン、107 番目のロイシンをプロリンとする変異を加えた改変
体と Shield-1 リガンドの組み合わせが開発されている(Banaszynski et al., 2006)。DD に
よるタンパク質不安定性は、その融合位置や一部の遺伝子改変によって異なることが解っ
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ており、一般的には目的タンパク質の N 末端に融合することでより不安定な融合タンパク
質を作成できることが知られている(Maynard-Smith et al., 2007)。DD の融合はオルガネ
ラの局在改善に対しても効果があると考えられる。DD の融合体は不安定となった後、最終
的にプロテアソームによって分解される。細胞質もしくは細胞の核領域にはプロテアソー
ムが存在しているため、DD を融合して不安定となったフォールディングタンパク質の分解
が行われる。それに対して、オルガネラ内部にプロテアソームは入り込めず、オルガネラに
移行されフォールディングを起こしたタンパク質は、基本的にはオルガネラ膜を通過でき
ないため分解が行われない。プロテアソームの有無に注目して、細胞質側に残留したタンパ
ク質の分解を促すことで、タンパク質のオルガネラ局在が改善されると予想される(図 1-4)。 
 
1.3 細胞内カルシウムプローブ  
 Ca2+は細胞内の情報伝達物質として働いており、生理現象を理解する上でその動態を観
察することは非常に重要となる。特に細胞内での Ca2+ストアとしても働くオルガネラ内部
の Ca2+動態の観察は、細胞内の Ca2+動態の調節機構を理解する上で必要不可欠である。細
胞内の Ca2+動態を観察する蛍光プローブとして、Ca2+と錯体を形成することで蛍光特性を
変化させるプローブ、fura2 や Rhod-3 などが用いられている(Grynkiewicz et al., 1985；
Babnigg et al., 2003)。しかしながら、これらの Ca2+錯体型プローブはオルガネラへの局在
率は低く、細胞質での Ca2+動態の観察に用いることができるが、オルガネラ内腔の Ca2+動
態の観察には不向きである(Hofer and Machen, 1993)。オルガネラ内腔の Ca2+動態観察と
して用いることのできるプローブとしては、オワンクラゲ由来の蛍光タンパク質イクオリ
ンが挙げられる。イクオリンは Ca2+と結合することで発光するタンパク質である。イクオ
リンをコードする遺伝子配列に先に述べたオルガネラへの移行配列(Sonnichsen et al ., 
1994; Haggie and Verkman., 2002)を付与することで、特定オルガネラ内腔での Ca2+動態
の観察が可能となる(Button and Eidsath, 1996; Manjarres et al., 2011)。しかしながら、
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図 1-4  DD 融合によるタンパク質オルガネラ局在機構 
細胞質にてフォールディングを起こした DD 融合タンパク質はポリユビキチン化を受け、
プロテアソームによってペプチドへと分解される。オルガネラ内部に入り込みフォールデ
ィングを起こしたタンパク質は、プロテアソームが存在しないことで分解を免れる。 
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オリンは Ca2+高濃度の状態ですぐに消光するため、哺乳類卵受精時にみられるような長時
間での Ca2+動態観察には不向きである。イクオリンと同様にオワンクラゲから発見された 
緑色蛍光タンパク質(Green Fluorescent Protein : GFP )は、特定タンパク質の遺伝子に
GFP の遺伝子配列を付加し、細胞内で発現させることで、タンパク質の挙動を観察する分
子マーカーとして用いられている(Halet., 2002; Yu et al., 2012)。また、GFP 遺伝子を一部
改変し、蛍光の波長域を変化させた Venus などの蛍光タンパク質が数多く作成されている。
特に蛍光タンパク質の遺伝子配列を適当箇所で切断し、本来の N 末端と C 末端領域をつな
いだものとして循環置換(Circularly permutation)タンパク質がある。循環置換型のタンパ
ク質は、同じような構造をとるため、元と同じような蛍光特性を持つ。この手法は蛍光タン
パク質の蛍光特性を維持しつつ、イオン強度の異なる変異体作成に用いられる(Nagai et al., 
2004)。これら GFP および改変体のタンパク質は単一では Ca2+動態の観察を行うことはで
きない。いくつかのモジュールを組み合わせることで、細胞内 Ca2+蛍光プローブとして用
いることができる。GFP 関連タンパク質を用いたオルガネラ内部の Ca2+動態観察のプロー
ブとしては、Cameleon 蛍光プローブが用いられている(Nicolas Demaurex et al., 2003)。
Cameleon プローブは２種類の蛍光タンパク質(よく用いられているのは CFP と YFP)でカ
ルモジュリン(CaM)とミオシン軽鎖キナーゼのカルモジュリン結合部位(M13)を挟むよう
な構造をとっている。Ca2+が CaM に結合すると続いて、CaM は M13 と結合するように構
造変化を起こし、２種類の蛍光タンパク質の距離が変化する。これにより、励起されたドナ
ー側の蛍光タンパク質のエネルギーがアクセプタ側へと移動する蛍光共鳴エネルギー遷移
(Fluorescence Resonance Energy Transfer : FRET)が起こる。Ca2+濃度変化は FRET 効率
の変化として、それぞれの蛍光タンパク質の時間ごとの蛍光強度変化を用いる。Ca2+非存在
下では FRET 効率が低下し、アクセプタ側の蛍光強度が弱くなる。逆に、Ca2+存在下では
FRET 効率が上昇し、アクセプタ側の蛍光尾強度が強くなる。2 波長での蛍光強度比を測定
することで、タンパク質発現量、光源の強度、細胞の厚みなどによらない精確な測定が可能
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となる。本研究で用いる D1ER プローブは、Cameleon 蛍光プローブの改変体である。
Cameleon プローブに使用されている CaM は、細胞内に存在する野生型と同様のものであ
る。そのため蛍光プローブ内の CaM と細胞内の CaM が M13 と競合してしまうため、正
確な測定が行えない。D1ER プローブは、野生型の CaM に対して結合しない改変 M13 を
作成し、M13 に合わせて CaM に変異を加え、野生型 CaM の影響を回避した Design 1(D1)
を使用している(Palmer rt al., 2004)。加えて、D1ER の 5’末端にはカルレティキュリン由
来の小胞体移行シグナル、３‘末端には小胞体残留配列(KDEL 配列)が付与されている。こ
れにより小胞体内へのタンパク質局在が為され、小胞体内の Ca2+動態観察が可能となる。
D1ER の Ca2+感受性は数 10~数 100 µM であり、これは小胞体のカルシウム濃度に対応し
ている(Palmer rt al., 2004)。D1ERのアクセプタ側の蛍光タンパク質を循環置換型のVenus
に変更した D1ERcpV は、FRET 効率変化が大きなプローブとして知られている(Nagai et 
al ., 2004)。 
 
1.4 本研究の目的 
 本研究の目的は移行シグナルが付与された外来性タンパク質のオルガネラ局在改善であ
る。外来性のタンパク質が、特定のオルガネラへと精確に輸送され局在することは、主に実
験的な手技で２点重要となる。ひとつは、特定タンパク質のオルガネラ内部での機能検証を
行える点である。効果が予想されるタンパク質をオルガネラ内に過剰に局在させることで
その役割を探ることに用いられる。ふたつは、タンパク質プローブを用いてオルガネラ内部
での分子動態測定を行える点である。細胞全体と細胞の局所的動態を同時に観察すること
で、細胞内での分子調節機構を解明することができる。本研究では、細胞内にて Ca2+スト
アとして機能することが知られている２つのオルガネラ、ミトコンドリア(Mito)と小胞体
(ER)に注目し局在の改善を行う。初めに Mito へのタンパク質移行とフォールディングに注
目し、フォールディングを抑制する細胞質分子シャペロン HSP70 とそのコシャペロンであ
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る HSP40、HSP90 をターゲットのタンパク質と共発現させる。早期のフォールディングを
防ぎ、細胞質での残留タンパク質が Mito 内部に移行されることでタンパク質の Mito 局在
が改善されることが予想される。また、もうひとつの手法として不安定化ドメイン(DD)を
用いた融合タンパク質の不安定化に注目し、DD を融合させた移行シグナル付きタンパク質
を卵細胞内に発現させる。DD によって不安定となったタンパク質はポリユビキチン化を受
け、プロテアソームによる分解を受ける。オルガネラ内部にてフォールディングを起こした
タンパク質は基本的にはオルガネラ膜を通過できないと考えられる。加えて。プロテアソー
ムは細胞質や核内には存在するがオルガネラ内部には存在しない(Peters et al., 1994)。そ
のため、細胞質での残留タンパク質が優先的に分解され、オルガネラへのタンパク質局在が
改善されると予想される。DD による局在改善においては、Mito および小胞体での蛍光タ
ンパク質局在を評価する。その後、応用としてタンパク質性の Ca2+プローブ D1ERcpV に
DD を融合し、細胞内の小胞体局在を評価する。また、局在の改善に伴う小胞体内 Ca2+プロ
ーブの機能評価として、初めにイオノマイシンを用いた小胞体内部からの Ca2+放出を行い、
それに伴うシグナル動態の検証を行う。加えて、マウス精子由来のホスポリパーゼ Cζ
(mPLCζ)を用いて疑似的な Ca2+オシレーションを起こした場合でのシグナル動態の検証
も行う。卵細胞において、mPLCζの導入によって、受精時の Ca2+オシレーションに似た
Ca2+動態を誘導することが知られている(Swann and Yu, 2008)。 
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第 2 章 本論 
2.1 蛍光タンパク質のミトコンドリア局在に対する細胞質分子シャペロンの効果 
2.1.1 操作・方法 
2.1.1.1 cDNA の作成 
2.1.1.1.1 HSP70-pGLS(A21)8t の作成 
HSP70-pGLS(A21)8tは以下の手順で作成を行った。遺伝子ベクタ ：ーHSPA1A-pF1KOF
から、HSP70 部位(HSPA1A)を制限酵素による切断箇所(XhoI , NotI)およびコザック配
列(Kz)、ストップコドン(SC)を付与して 5’-Xho-Kz-HSP70-SC-Not-3’ となるようPCR 増
幅した。MonoFasDNA 精製キットを用いて PCR 産物の精製を行った後、制限酵素(XhoI , 
NotI)で切断したものをインサートとした。加えて、プラスミド DNA：mRuby2-C-
pGLS(A21)8t を制限酵素(XhoI , NotI)で切断し、mRuby2-C 部位を取り除いた。これをベ
クターとして、DNA Ligation Kit を用いてインサートのライゲーションを行った。 
 
※その後、Bacteria,XL-1 Blue へ形質転換を行い、LB プレートに撒いて 16~18 時間培
養した。プレート培養後、コロニーピックアップを行い、LB 液体培地 500 µL と 50 mg/mL
のアンピシリン 0.5 µL を加えた 1.7 mL チューブにて、少量での振盪培養(190rpm)を
37℃で 6~8 時間行った。培養後 GoTaq® Green Master Mix を用いてコロニー
PCR を行い目的プラスミド DNA のスクリーニングを行った。続けて、LB 液体培地 20 
mL と 50 mg/mL のアンピシリン 20 µL を加えた 50 mL チューブを 2 本用意し、少量培
養後のサンプル 100 µL を加えて、大量での振盪培養(190rpm)を 37℃で 16～18 時間行
った。大量培養後、Wizard® Midipreps DNA Purification System にてプラスミド DNA
の精製を行い冷蔵保存した。溶液組成や操作は各キットの説明書に従って行った。 
 
2.1.1.1.2 HSP40-pGLS(A21)8t の作成 
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HSP40-pGLS(A21)8t は以下の手順で作成した。遺伝子ベクター：DNAJB1-pF1K から
HSP40 部位(DNAJB1)を制限酵素による切断箇所(XhoI , NotI)およびコザック配列(Kz)、
ストップコドン(SC)を付与して 5’-XhoI-Kz-HSP40-SC-NotI-3’ となるよう PCR 増幅し
た。MonoFasDNA 精製キットを用いて PCR 産物の精製を行った後、制限酵素(XhoI , 
NotI)で切断したものをインサートとした。加えて、プラスミド DNA：mRuby2-C-
pGLS(A21)8t を制限酵素(XhoI , NotI)で切断し、mRuby2-C 部位を取り除いた。これをベ
クターとして、DNA Ligation Kit を用いてインサートのライゲーションを行った。 
  
以降の操作は 2.1.1.1.1 の※と同様。 
 
2.1.1.1.3 HSP90-pGLS(A21)8t の作成 
HSP90-pGLS(A21)8t は以下の手順で作成した。遺伝子ベクター：HSP90AA1-pF1K か
ら HSP90 部位(HSP90AA1)を制限酵素による切断箇所(XhoI , NotI)およびコザック配列
(Kz)、ストップコドン(SC)を付与して 5’-XhoI-Kz-HSP90-SC-NotI-3’ として PCR 増幅し
た。MonoFasDNA 精製キットを用いて PCR 産物の精製を行った後、制限酵素(XhoI , 
NotI)で切断したものをインサートとした。加えて、プラスミド DNA：mRuby2-C-
pGLS(A21)8t を制限酵素(XhoI , NotI)で切断し、mRuby2-C 部位を取り除いた。これをベ
クターとして、DNA Ligation Kit を用いてインサートのライゲーションを行った。 
 
以降の操作は 2.1.1.1.1 の※と同様。 
 
2.1.1.2 cRNA の合成 
一般的な真核細胞では、核内にて DNA から転写された RNA に polyA 鎖の付与が行わ
れ、細胞質にて mRNA はリボソーム上でタンパク質へと翻訳される。しかしながら、未成 
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図 2-1 本実験で発現させるタンパク質構造の概略図 
（A）ミトコンドリア移行シグナルを付与した蛍光タンパク質 
mito-EYFP は N 末端から順にシトクローム C オキシダーゼ由来のミトコンドリア移行
シグナル（COX8）と蛍光タンパク質 EYFP からなる。mito-Venus は mito-EYFP の蛍光
タンパク質 EYFP を Venus に変更したものである。 
（B）各種細胞質分子シャペロン 
細胞質分子シャペロンは、それぞれのタンパク質の全長のみを発現させる。 
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熟卵細胞では DNA からの RNA 転写が抑制されているため、外来性のタンパク質を発現さ
せる場合は cDNA ではなく polyA 鎖を含む cRNA の卵への直接の導入が必要となる。本実
験では、蛍光タンパク質 mito-EYFP-pGLS(A21)8t および mito-Venus-pGLS(A21)8t 。加え
て、作成した cDNA プラスミド HSP70-pGLS(A21)8t 、HSP40-pGLS(A21)8t 、HSP90-
pGLS(A21)8t をもとに制限酵素による直鎖化の後、mMESSAGE mMACHINE™ T7 
Transcription Kit T7 による RNA 転写を行い in Vitro にて cRNA 合成を行った。合成後、
RNeasy MinElute Cleanup Kit で RNA の精製を行い-80℃のフリーザーにて冷凍保存し
た。 
 
2.1.1.3 ddY メスマウスからの未成熟卵採取 
 ddY メスマウスに妊馬血清性線刺激ホルモン(PMSG)を約 0.2 ml 腹腔内注射した。投与
後 47～49 時間後に頸椎脱臼し、心肺停止を確認した。アルコール消毒した綿で腹部を広く
清拭し、腹部を剪刀およびピンセットで開腹して卵巣を摘出した。卵巣に付着した血液、脂
肪を取り除いた後、M2 培地に移した。27G 針とピンセットにて卵巣内容物を M2 培地内に
掻き出した後、卵操作用のガラス管(先端に直径が約 90 µm 細さのものを調整)を用いて、
未成熟卵を採卵した。採卵後の未成熟卵は BSA を加えた M2 培地(M2+)で洗浄後、同溶液
ドロップ内に移して、37℃、5% CO2インキュベーター内に保存した。 
 
2.1.1.4 cRNA のマイクロインジェクション 
 細胞に DNA や RNA を微量導入する方法のひとつとして、細いガラス管を物理的に刺し
て外圧をかけることで直接導入するマイクロインジェクション法がある(Capecchi MR., 
1980)。測定用ガラスボトムディッシュに M2(+)培地：200 µl を入れ、揮発を防ぐため流動
パラフィンで覆った。採卵した未成熟卵をディッシュ内の M2(+)に移し、ディッシュを倒立
顕微鏡下に移す。ホールディングピペットを用いて卵を固定しながらインジェクションピ
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ペットを用いて RNA をマイクロインジェクションする。本実験ではマイクロインジェクシ
ョンする溶液として、蛍光タンパク質と各種 HSP の cRNA を組み合わせて導入した。注入
後、BSA を加えた M16 培地(M16+)ドロップ内に卵を移し、37℃、5% CO2インキュベータ
ー内で 16~18 時間培養した。 
 
2.1.1.5 MitoTrackerDeepRed 染色 
 Mito 移行配列を付与したタンパク質の卵細胞内 Mito 局在率を定量化および共局在確認
のために、Mito 特異的な染色色素が必要となる。MitoTracker プローブは荷電した蛍光色
素であり、膜電位を持つ Mito に選択的に捕捉され、その蛍光から Mito の局在位置を特定
することが出来る。MitoTracker の中でも、MitoTrackerDeepRed (MTDR)は、励起波長 644 
nm、蛍光波長 655 nm の蛍光特性を持つ赤色蛍光体であり、本実験で用いる黄色蛍光タン
パク質 EYFP および Venus と波長域が重ならない。したがって、2 つの蛍光体を同時に観
察することが出来る。MTDR 使用にあたり、DMSO にて 1 mM に希釈し、-20℃にて冷凍
保存したストック溶液を作成した。ストック溶液を M2(＋)培地を用いて 200 µM になるよ
うに希釈し、希釈溶液のドロップ内にて培養後の卵細胞を 30 分間置いて染色した。その後
M2(+)培地にて卵を洗浄し、同溶液ドロップ内に移して、37℃、5% CO2インキュベーター
内に保存した。 
 
2.1.1.6 タンパク質の卵細胞内局在画像取得 
 卵細胞内タンパク質オルガネラ局在に関しては、共焦点レーザー顕微鏡にて蛍光画像を
取得した。使用したレンズは 40 倍。EYFP および Venus は蛍光の取得条件を励起波長 488 
nm、蛍光波長 520-550 nm とした。MTDR に関しては、蛍光の取得条件を励起波長 633 
nm、蛍光波長を 640-680 nm とした。 
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2.1.1.7 局在指数の定量化 
 共焦点レーザー顕微鏡で取得したMTDR 蛍光画像において蛍光強度が強く見られる部位
を卵細胞内のミトコンドリア局在部位と見なす。蛍光タンパク質の蛍光画像のうちミトコ
ンドリア局在部位での蛍光強度平均値を M1、ミトコンドリア局在部位以外での蛍光強度平
均値を M2とする。ミトコンドリアの局在指数をその比 M1/M2とする。その値が 1.0 以上で
あればタンパク質のミトコンドリア局在が成されているとみなす。シャペロンの共発現に
より、ミトコンドリア局在が改善された場合は、局在指数が共発現させていないものと比較
して大きくなる。 
 
2.1.2 結果・考察 
2.1.2.1 蛍光タンパク質のミトコンドリア局在比較およびその評価 
 蛍光タンパク質の RNA を導入するのと同時に HSP70,HSP90,HSP40 の RNA を単独も
しくは、コンビネーションで導入して卵細胞内に蛍光タンパク質と HSP を共発現させた。
mito-EYFP と HSP70、HSP40、HSP90 をそれぞれ単独で共発現させた際の共焦点レーザ
ー顕微鏡にて取得した蛍光画像を図 2-2 にて示す。mito-EYFP と共役が予想される分子シ
ャペロンのコンビネーションと共発現させた蛍光画像を図 2-3 にて示す。各種蛍光画像を
一見しても、HSP の共発現によって mito-EYFP の卵細胞内ミトコンドリア局在が改善さ
れたようには見えない。定量的な解析のため MTDR の強い蛍光を示す部位をミトコンドリ
アの局在部位とみなして、mito-EYFP のミトコンドリア局在指数を定量化した(図 2-4)。局
在指数は、平均±標準偏差で表し、1.0 以上でミトコンドリアへの局在が成されているとみ
なす。mito-EYFP のみを発現させただけもので、局在指数は 1.61±0.41(N=15)となった。
1.0 と比較して統計的な有意差が得られ(p < 0.05)、mito-EYFP 単独で発現させた場合でも
ある程度のミトコンドリア局在が伺える。mito-EYFP と分子シャペロンを共発現させた各
卵では、1.5 ~ 2.0 付近の値となった。分子シャペロンを共発現させたものと mito-EYFP を
18 
 
単独で発現させたもので局在指数を比較した場合では、両者には統計的な有意差はなかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
図 2-２ mito-EYFP ミトコンドリア局在(分子シャペロン共発現、単独) 
右側の蛍光画像は mito-EYFP 蛍光を黄色、MTDR の蛍光を赤色で示す。左側の＋と－は
分子シャペロン共発現の有無を示す。スケールバーは 20 µm。 
  
19 
 
 
 
 
 
図 2-3 mito-EYFP ミトコンドリア局在(分子シャペロン共発現、コンビネーション) 
右側の蛍光画像は mito-EYFP 蛍光を黄色、MTDR の蛍光を赤色で示す。左側の＋と－は
分子シャペロン共発現の有無を示す。スケールバーは 20 µm。 
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図 2-4 分子シャペロン共発現による mito-EYFP のミトコンドリア局在指数比較 
値は局在指数 ± 標準偏差。（）内はサンプル数を示す。局在指数が 1.0 以上で Mito 局在は
有意となる。局在指数 1.0 と比較したときの有意差があるものは**(p < 0.01)、*(p < 0.05)
で示す。 
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次に、mito-EYFP と比較してフォールディング速度が速く、細胞質での残留を起こしやす
いと考えられる mito-Venus に対して mito-EYFP と同様の実験を行った。mito-Venus と
HSP70、HSP40、HSP90 をそれぞれ単独で共発現させた際の蛍光画像を図 2-5 にて示す。
共役が予想される分子シャペロンコンビネーションでの共発現は図 2-6 にて示す。画像を
一見すると mito-Venus は特徴的な局在がほとんど見られず、MTDR の蛍光画像と比較し
てもミトコンドリア部位にほとんど局在していない。また、各種蛍光画像を比較しても、
HSP の共発現によって mito-Venus の卵細胞内ミトコンドリア局在が改善されたようには
見えない。定量的な解析のため、mito-EYFP 同様に局在指数の算出を行った(図 2-7)。分子
シャペロンを共発現させていない mito-Venus において、局在指数は 1.01±0.07(N=16)と
なり、局在指数の基準である 1.0 との統計的な比較では有意差はなかった。この結果はミト
コンドリア部位とそれ以外の部位で蛍光強度の差異がほとんどないことを示しており、ミ
トコンドリアへのタンパク質局在はほとんど成されていないと言える。分子シャペロンを
共発現させたそれぞれの場合では、いずれも 1.0 以上の値となり mito-Venus 単独発現と比
較して増加傾向にある。この結果は mito-Venus のミトコンドリア局在改善に対して、分子
シャペロンの共発現が効果を持つことを示している。それに対して、EYFP では共発現によ
る局在改善が見られていない。この理由は、もともとのフォールディング速度に由来すると
考えられる。Venus は EYFP と比較してフォールディング速度が速いことが問題とされて
いた。速度の速い Venus では、分子シャペロンによる速度低下によって局在の改善がなさ
れているが、元からフォールディング速度が遅い EYFP では効果が見られないと考えられ、
分子シャペロンによるフォールディング速度低下はミトコンドリア局在を改善したと言え
る。しかしながら、フォールディングの速度低下によるミトコンドリアへの局在は、以前と
して十分ではない。タンパク質フォールディング以外の要因がミトコンドリアの局在に関
与していると考えられる。また、細胞質分子シャペロンによるフォールディング速度低下が
行われているとしても局在が改善しない要因として、蛍光タンパク質発現のタイミングが 
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図 2-5 mito-Venus ミトコンドリア局在変化(分子シャペロン共発現、単独) 
右側の蛍光画像は mito-Venus 蛍光を黄色、MTDR の蛍光を赤色で示す。左側の＋と－は
分子シャペロン共発現の有無を示す。スケールバーは 20 µm。 
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図 2-6 mito-Venus ミトコンドリア局在変化(分子シャペロン共発現、コンビネーション) 
右側の蛍光画像は mito-Venus 蛍光を黄色、MTDR の蛍光を赤色で示す。左側の＋と－は
分子シャペロン共発現の有無を示す。スケールバーは 20 µm。 
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図 2-7 分子シャペロン共発現による mito-Venus のミトコンドリア局在指数比較 
値は局在指数 ± 標準偏差。（）内はサンプル数を示す。局在指数が 1.0 以上で Mito 局在は
有意となる。局在指数 1.0 と比較したときの有意差があるものは**(p < 0.01)、*(p < 0.05)
で示す。 
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ある。分子シャペロンが十分に発現されるより前に蛍光タンパク質が発現してしまう場合、
細胞質にてフォールディングを起こすことで細胞質に残留してしまう。本実験では分子シ
ャペロンと蛍光タンパク質の cRNA を同時に卵に導入して発現させているため、蛍光タン
パク質の発現時に分子シャペロンが十分に発現していない場合が考えられる。 
 
2.2 蛍光タンパク質のミトコンドリア局在に対するタンパク質不安定化ドメインの効果 
2.2.1 操作・方法 
2.2.1.1 cDNA の合成 
2.2.1.1.1 DD 融合型 mito-EYFP の作成 
EYFP の N 末端側に DD を挿入した mito-DD-EYFP-pGLS(A21)8tは以下の手順で作成
を行った。遺伝子ベクター：hFKBP1A-pF1K から DD 部位(hFKBP1A)を、5’-DD-3’とな
るよう PCR にて増幅した。加えて、プラスミド DNA：mito-EYFP-pGLS(A21)8t に対し
て、5’-EYFP-pGLS(A21)8t-mito-3’となるように PCR 増幅を行った。MonoFasDNA 精製
キットを用いて２つの PCR 産物の精製を行った後、In-Fusion® HD Cloning Kit にて
In-fusion 反応を起こした。 
 
以降の操作は 2.1.1.1.1 の※と同様。 
 
また、プラスミド DNA：mito-EYFP-pGLS(A21)8t の PCR 増幅を 5’-pGLS(A21)8t-mito-
EYFP-3’となるように変更し、同様の操作を行って EYFP の C 末端側へ DD を挿入した
mito-EYFP-DD-pGLS(A21)8t を作成した。 
 
2.2.1.1.2 DD 融合型 mito-Venus の作成 
  上記操作をプラスミド DNA：mito-EYFP-pGLS(A21)8tからプラスミド DNA：mito- 
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(A) 
 
(B) 
 
図 2-8 図 2-1 本実験で発現させるタンパク質構造の概略図 
(A) DD 融合型 mito-EYFP。mito-EYFP は N 末端からシトクロームＣオキシダーゼ由来の
ミトコンドリア膜移行シグナル COX8、EYFP という構造からなる。mito-DD-EYFP は
mito-EYFPのCOX8とEYFPの間に不安定化タンパク質の変異体hFKBP1A(V3A,L107P)
を融合したもの。mito-EYFP-DD は EYFP の C 末端側に不安定化タンパク質の変異体
hFKBP1A(V3A,L107P)を融合したもの。(B)DD 融合型 mito-Venus。(A)で示した構造の
EYFP を Venus に変更すると、それぞれ mito-Venus、mito-DD-Venus、mito-Venus-DD
の構造となる。 
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Venus-pGLS(A21)8tに変更して行い。DDの蛍光タンパク質 N末端側挿入の mito-DD- 
Venus-pGLS(A21)8tを作成した。 
 
2.2.1.2 cRNA の合成 
mito-EYFP-pGLS(A21)8t、mito-Venus-pGLS(A21)8tおよび作成した DD 融合型の cDNA 
プラスミド mito-DD-EYFP-pGLS(A21)8t、 mito-EYFP-DD-pGLS(A21)8t、mito-DD-Venus-
pGLS(A21)8t、mito-Venus-DD-pGLS(A21)8tをもとに制限酵素による直鎖化の後、mMESSAGE 
mMACHINE™ T7 Transcription Kit による RNA 転写を行い in Vitro にて cRNA 合成を
行った。合成後、RNeasy MinElute Cleanup Kit で RNA の精製を行い-80℃のフリーザー
にて冷凍保存した。 
 
2.2.1.3 ddY 雌マウスからの未成熟卵採取 
 
操作は 2.1.1.3 と同様。 
 
2.2.1.4 cRNA のマイクロインジェクション 
  
操作は 2.1.1.4 と同様。 
 
2.2.1.5 MitoTrackerDeepRed 染色 
M2(＋)培地を用いて 200 µM になるように希釈し、希釈溶液のドロップに内にて培養後
の卵細胞を 30 分間置いて染色し、その後 M2+培地にて卵を洗浄した。 
 
2.2.1.6 タンパク質の卵細胞内局在画像取得 
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  卵細胞内タンパク質オルガネラ局在に関しては、共焦点レーザー顕微鏡にて蛍光画像
を取得した。使用したレンズは 40 倍。EYFP および Venus は蛍光の取得条件を励起波長
488 nm、蛍光波長 520-550 nm とした。MTDR に関しては、蛍光の取得条件を励起波長
633 nm、蛍光波長を 640-680 nm とした。 
 
2.2.1.7 タンパク質ミトコンドリア局在率の定量化 
 共焦点レーザー顕微鏡で取得したMTDR 蛍光画像において蛍光強度が強く見られる部位
を卵細胞内のミトコンドリア局在部位と見なす。蛍光タンパク質の蛍光画像のうちミトコ
ンドリア局在部位での蛍光強度合計値を S１、卵細胞全体での蛍光強度合計値を S2 とする。
蛍光強度の値は蛍光タンパク質の発現量に依存していることを踏まえ、発現した蛍光タン
パク質のうちどのくらいの割合がミトコンドリア部位に局在するのかを表す値として局在
率(S1/S2)×100 %を算出した。 
 
2.2.2 結果・考察 
2.2.2.1 蛍光タンパク質ミトコンドリア局在画像比較およびその評価 
 DD を挿入した mito-EYFP を卵細胞内に発現させ、MTDR を用いてミトコンドリアを特
異的に染色した後、各種蛍光体の細胞内局在画像を取得した(図 2-9A)。画像を一見すると
MTDR 蛍光の中でも蛍光が特に強い部位と同じ部位に EYFP の強い蛍光が見られている。
しかしながら、MTDR 画像と比較すると EYFP の蛍光は細胞全域に広がっており、ミトコ
ンドリアへの局在は不十分のように見える。DDを融合させたmito-DD-EYFP、mito-EYFP-
DD と mito-EYFP の蛍光画像を比較しても大きな変化は見られていない。定量的な解析の
ために、発現した蛍光タンパク質のうちミトコンドリアに局在している割合を示す局在率
±標準偏差(%)を蛍光画像から算出した（図２-9B）。mito-EYFP の局在率は 31.2±
4.2%(N=8)となり、DD を N 末端に融合したものでは 33.1±8.6%(N=11)、C 末端に融合し
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たものでは30.7±7.7%(N=13)であった。それぞれに対して統計的な比較を行った場合では、
DD 融合体と未融合体とでは有意差はなかった。続いて、蛍光タンパク質を EYFP から
Venus に変更し、MTDR での染色を行った後、同様の条件で細胞内局在画像を取得した(図
２-10A)。mito-Venus の蛍光は細胞の全域に広がって見られ、mito-EYFP を発現させたと
きのように局所的に蛍光強度が強く見える部位は存在しない。また、DD を融合させた mito-
DD-Venus と mito-Venus の蛍光画像を比較しても、局在に大きな変化は見られなかった。
定量的な解析のために、発現した mito-Venus および mito-DD-Venus のうちミトコンドリ
アに局在している割合を示す局在率±標準偏差(%)を蛍光画像から算出した（図２-10B）。
mito-Venus の局在率は 21.8±8.1%(N=8)となり mito-EYFP と比較して局在率が低い結果
となった。また、Venus の N 末端に DD を融合にさせた mito-DD-Venus では、24.3±
6.6%(N=4)となり、DD 挿入によって局在率の増加はほとんど見られておらず、統計的な比
較を行った場合でも両者に有意差はなかった。以上の結果は、ミトコンドリア移行シグナル
を付与した蛍光タンパク質のミトコンドリア局在改善に対して、DD によるタンパク質の不
安定化が効果を持たないことを示している。要因として DD によるタンパク質不安定化自
体が起こっていないことが挙げられる。この理由のひとつとして発現した蛍光タンパク質
が、分子シャペロンによるタンパク質の安定化と DD による不安定化の調節を受ける場合
が考えられる。ミトコンドリアへと移行されるタンパク質は、細胞質分子シャペロンの結合
により、アンフォールディング状態を維持される機構が存在する。分子シャペロンはアンフ
ォールディング状態の維持だけでなく、ミスフォールディングを起こしたタンパク質をア
ンフォールディング状態に戻す役割を持っており、細胞質中に残留した蛍光タンパク質に
結合することが考えられる。分子シャペロンの結合によって、ユビキチンの結合を免れるこ
とでプロテアソーム系の分解を回避している場合が考えられる。 
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(A) 
 
図 2-9 DD による mito-EYFP 局在比較 
（A）EYFP および MTDR 蛍光画像。 
EYFP を黄色、MTDR を赤色で示す。スケールバーは 20 µm。 
（B）ミトコンドリア局在率比較。 
値は局在率±標準偏差。()内はサンプル数を示す。 
局在率は発現したタンパク質のうち何％がミトコンドリア部位に存在したかを示す。 
  
(B) 
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(A)      (B) 
図 2-10 DD による mito-Venus 局在比較 
（A）Venus および MTDR 蛍光画像。 
Venus を黄色、MTDR を赤色で示す。スケールバーは 20 µm。 
（B）ミトコンドリア局在率比較。 
値は局在率±標準偏差。()内はサンプル数を示す。 
局在率は発現したタンパク質のうち何％がミトコンドリア部位に存在したかを示す。  
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2.3 Venus-ER の小胞体局在に対するタンパク質不安定化ドメインの効果 
2.3.1 実験操作 
2.3.1.1 cDNA の作成 
2.3.1.1.1 DD挿入型 Venus-ER-pGLS(A21)8tの作成 
 DD-Venus-ER-pGLS(A21)8t は以下の手順で作成した。プラスミド DNA：Venus-ER-
pGLS(A21)8tは、カルレティキュリン由来の小胞体移行配列(CRT)、蛍光タンパク質 Venus、
小胞体残留配列(KDEL)からなる。実際の構造は CRT-Venus-KDEL-pGLS(A21)8tとなる。5‘-
Venus-KDEL-pGLS(A21)8t-CRT-3’となるよう PCR 増幅を行い。加えて遺伝子ベクター：
hFKBP1A-pF1K から DD 部位(hFKBP1A)を、5’-DD-3’となるよう PCR 増幅を行った。
２つの PCR 産物の精製を行った後、In-Fusion® HD Cloning Kit にて In-fusion 反応を
起こした。 
 
以降の操作は 2.1.1.1.1 の※と同様。 
 
また、プラスミド DNA：Venus-ER-pGLS(A21)8t の PCR 増幅を 5’-KDEL-pGLS(A21)8t-
CRT-Venus-3’となるように変更し、同様の操作を行って Venus の C 末端側へ DD を挿入
した Venus-DD-ER-pGLS(A21)8t を作成した。 
 
2.3.1.2 cRNA の合成 
 DD-Venus-ER-pGLS(A21)8t、Venus-DD-ER-pGLS(A21)8t、Venus-ER-pGLS(A21)8tをもとに制限酵
素による直鎖化の後、mMESSAGE mMACHINE™ T7 Transcription Kit による RNA 転
写を行い in Vitro にて cRNA 合成を行った。合成後、RNeasy MinElute Cleanup Kit で
RNA の精製を行い-80℃のフリーザーにて冷凍保存した。 
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図 2-11 図 2-1 本実験で発現させるタンパク質構造の概略図 
Venus-ER は、蛍光タンパク質 Venus の N 末端側にカルレティキュリン由来の小胞体移行
シグナル CRT、C 末端側に KDEL 配列が付与されている。DD-Venus-ER は、CRT と Venus
の間に不安定化タンパク質の変異体 hFKBP1A(V3A,L107P)の全長が融合されている。ま
た 、 Venus-DD-ER は Venus と KDEL の 間に 不 安 定 化タ ン パク質 の 変 異体
hFBP1A(V3A,107P)の全長が融合されている。 
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2.3.1.3 ddY 雌マウスからの未成熟卵採取 
 
操作は 2.1.1.3 と同様。 
 
2.3.1.4 cRNA のマイクロインジェクション 
  
操作は 2.1.1.4 と同様。 
 
2.3.1.5 タンパク質の卵細胞内局在画像取得 
 卵細胞内タンパク質小胞体局在画像に関しては、共焦点レーザー顕微鏡にて蛍光画像を取
得した。使用したレンズは 40 倍。Venus は蛍光の取得条件を励起波長 488 nm、蛍光波長
520-550 nm とした。 
 
2.3.1.6 DD 分解能の定量化 
 小胞体ではミトコンドリアの MTDR のように特異的な染色を行える蛍光色素が存在しな
い。今回は Venus の蛍光画像の強度分布のばらつきに注目して評価を行う。データのばら
つきを表す指標として標準偏差 S.D.が挙げられるが、標準偏差はデータの値が大きくなる
につれ増加する傾向がある。このデータの強度に対する依存性を除いてデータ分布のばら
つきを比較できる値として標準偏差 S.D.をデータ強度の平均値 Mean で割った変動係数
(C.V. = S.D./Mean)がある。今回はこの値を DD 分解能とみなして解析を行う。DD による
細胞質でのタンパク質分解が行われた場合、細胞質での蛍光強度分布と小胞体での蛍光強
度分布が分離し、変動係数は増加すると予想される。 
  
35 
 
2.3.2 結果・考察 
2.3.2.1 Venus-ER の小胞体局在画像比較およびその評価 
  小胞体移行配列および小胞体残留配列を付与したVenus-ERとVenus-ERに対してDD
を挿入したタンパク質を卵細胞内に発現させ、それぞれの卵細胞内局在画像を取得した(図
2-12A)。先行研究において小胞体は細胞質全体に広がる網目状に観察されることが知られ
ている(Lowther et al., 2009)。Venus-ER および DD の融合体の蛍光はどちらにおいても、
網目状の構造をとっており、タンパク質の小胞体局在が伺える。さらに、蛍光画像を一見す
ると DD を Venus の N 末端側に融合したものでは、強度分布の強弱が明確であるように見
える。定量的な解析のためにデータの強度に依存せずにデータのばらつきを比較できる値
である変動係数を用いて比較を行った(図 2-12B)。変動係数は DD によるタンパク質分解が
起こると細胞質と小胞体内での蛍光強度分布が分離していくことで増加すると予想される。
Venus-ER と比較して、DD を融合した DD-Venus-ER、Venus-DD-ER の変動係数はわず
かに増加した。変動係数は Venus の N 末端側に DD を融合したものでより大きく増加して
いたが、統計的な解析では両者に有意差はなかった。変動係数比較での結果は小胞体へのタ
ンパク質局在改善に関して DD が効果を持たないことを示している。変動係数は小胞体と
細胞質での２種類の蛍光強度分布が存在するという仮説のもと、DD によってそれが分離す
ることで増加するという予想がたてられていた。しかしながら、実際には小胞体での蛍光強
度分布は小胞体の形状に依存して変化すると考えられる。細胞内には様々な形状の小胞体
が存在してしまうため、複数の強度分布が混在してしまう。それにより、本来予想された変
動係数の有意な増加が見られないことが考えられる。蛍光画像では DD の挿入体で少しで
はあるが差異が見られており、変動係数も増加傾向にあることから DD による小胞体局在
は僅かに改善している場合がある。 
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（A） 
 
 
（B） 
 
図 2-12 DD による Venus-ER 小胞体局在評価 
(A) タンパク質蛍光画像。スケールバーは 20 µm。  
(B)変動係数比較。値は変動係数±標準偏差、（）内はサンプル数を示す。変動係数はデータ
分布のばらつきを表す値。より大きな値をとると DD による分解が有意であると考えられ
る。 
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2.4 D1ERcpV の小胞体局在に対するタンパク質不安定化ドメインの効果 
2.4.1 実験操作 
2.4.1.1 cRNA の合成 
D1ERcpV- pGLS(A21)8t、DD-D1ERcpV- pGLS(A21)8t をもとに制限酵素による直鎖化の後、
mMESSAGE mMACHINE™ T7 Transcription Kit による RNA 転写を行い in Vitro にて
cRNA 合成を行った。合成後、RNeasy MinElute Cleanup Kit で RNA の精製を行い-80℃
のフリーザーにて冷凍保存した。 
 
2.4.1.2 ddY 雌マウスからの未成熟卵採取 
 
操作は 2.1.1.3 と同様。 
 
2.4.1.3 cRNA のマイクロインジェクション 
  
操作は 2.1.1.4 と同様。 
 
2.4.1.4 D1ERcpV の局在画像取得 
D1ERcpV のオルガネラ局在の確認は、cpVenus の波長で蛍光を取得することで行った。蛍
光の取得条件は励起波長 488 nm、蛍光波長 520-550 nm とした。 
 
2.4.1.5 DD 分解能の定量化 
 DD 分解能の定量化は２つの方法で行った。ひとつは Venus-ER の際に行った変動係数の
算出。もう一つは核領域でのタンパク質分解に注目した。核領域の平均蛍光強度を M 核、細
胞全体での平均蛍光強度を M 全としてその比 M 核/M 全を取得した。この比を用いて全体の 
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図 2-13 本実験で使用する DNA 名称およびその構造 
D1ERcpV は、N 末端側からカルレティキュリン由来の小胞体移行シグナル CRT、蛍光タ
ンパク質 CFP、Design1、蛍光タンパク質 cpVenus、KDEL 配列で構成されている。Design 
1 は、カルモジュリン(CaM)とミオシン軽鎖キナーゼ(M13)からなる Ca2+結合ドメインであ
る 。 DD-Venus-ER は 、 CRT と CFP の 間 に 不 安 定 化 タ ン パ ク 質 の 変 異 体
hFKBP1A(V3A,L107P)の全長が融合したものである。 
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平均蛍光強度に対する核領域の平均蛍光強度の割合を算出した。 
 
2.4.1.6 fura2 のロード 
細胞全体の Ca2+濃度測定を行うためカルシウムプローブ fura2 を用いた。Fura2 は Ca2+
と結合すると構造変化を起こし蛍光励起スペクトルが変化する特性を持つ。Ca2+飽和時に
は励起波長のピークが短波長側(340 nm)になり、Ca2+非存在下では長波長側(380 nm)にシ
フトする。この性質を利用することで細胞内 Ca2+濃度測定が可能となり、2 つの励起波長
による蛍光強度比を用いることで色素濃度、光源の強さ、細胞の厚みによらない精確な測定
を行うことが出来る。使用時にあたり、F127 in DMSO 溶液にて 2 mM に希釈し、-20℃に
て冷蔵保存した Fura-2 ストック溶液を作成した。ストック溶液を M2(+)培地にて 5.0 µM
に希釈し、希釈溶液のドロップ内に卵を移して 10 分間置き染色した。その後、M2(+)培地
にて洗浄した。 
 
2.4.1.7 蛍光の経時観察 
 イオノマイシン添加実験および mPLCζによるカルシウムオシレーション誘導の経時的
観察では、共焦点レーザー蛍光顕微鏡を用いた。使用したレンズは 20 倍、蛍光画像を 10 秒
ごとに取得し各蛍光の強度シグナル変化を時間ごとにプロットした。fura2 の蛍光取得条件
は励起波長 405nm、蛍光波長 515-540 nm とし、１つの励起波長でのみ観察を行った。
D1ERcpV および DD-D1ERcpV の蛍光取得条件は、励起波長 458 nm、蛍光波長を 465-510 
nm (CFP)および 515-540 nm(YFP)として、２つの蛍光波長域で蛍光を取得した。 
 
2.5.1.8 イオノマイシンの投与 
 イオノマイシンはキャリア型カルシウムイオノフォアとして働き、細胞膜を介した Ca2+
の濃度勾配に応じて Ca2+を輸送する(Liu C et al., 1978)。細胞質と比較して小胞体内腔の
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Ca2+は非常に高く保たれているため、イオノマイシン添加により濃度勾配に従って、小胞体
内腔の Ca2+が減少する。経時観察を行い、温度変化に伴う卵の移動が見られなくなってか
ら５分後イオノマイシンの最終濃度を 20~50 µM になるように、経時観察中のドロップ内
にマイクロピペッターを用いて添加した。添加に伴い卵が動くのを防ぐために、蛍光測定開
始前に卵をガラスフィルムで挟み込み固定した。 
 
2.5.1.9 mPLCζのマイクロインジェクション 
 D1ERcpV および DD-D1ERcpV の RNA をインジェクションし、16 時間培養して十分に
発現させた成熟卵細胞に対して mPLCζの RNA を 20 ng/µl でマイクロインジェクション
した。その 30 分後、蛍光の経時観察を行った。 
 
2.4.2 実験結果 
2.3.2.1 D1ERcpV 小胞体局在画像比較およびその評価 
卵細胞に D1ERcpV および DD 融合型の DD-D1ERcpV を発現させた卵に対して、
cpVenus の波長域で蛍光画像を取得した(図 2-14A)。Venus-ER と同様にどちらの場合にお
いても小胞体特有の網目状構造のタンパク質局在が見られている。蛍光画像を一見すると
DD-D1ERcpV では、D1ERcpV と比較して強度分布の強弱が明確であるように見える。定
量的な解析のためにデータの強度に依存せずにデータのばらつきを表す変動係数を用いて
比較を行った(図 2-14B)。DD-D1ERcpV の変動係数は、D1ERcpV と比較して大きな値を
取っていたが、両者に統計的な有意な差は得られなかった。この結果は、Venus-ER にて得
られた結果と同様であった。両者の蛍光画像を見た際、D1ERcpV 発現卵では核領域におい
て細胞質と同じような強度の蛍光が見られている。それに対して、DD-D1ERcpV では核領
域内の蛍光は細胞質と比較して弱くなっている。核領域には細胞質と同様にプロテアソー
ムが存在していることに注目して、タンパク質の分解効率を核領域の蛍光強度割合で比較
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した(図 2-14C)。D1ERcpV では細胞質の蛍光強度に対して 47±17%であったのに対して、
DD-D1ERcpV では 20±4%と低い値となり、核領域では DD によるタンパク質分解が行わ
れているといえる。プロテアソームは核領域以外に細胞質にも存在しており、DD-D1ERcpV
の分解は細胞質においても行われていると考えられる。 
 
2.4.2.2 DD 融合による D1ERcpV の小胞体内 Ca2＋プローブ機能評価 
続いて、これらのタンパク質を発現させた卵細胞に対して、fura2 での染色を行い fura2
シグナルの変化、D1ERcpV または DD-D1ERcpV シグナル変化の同時取得を行った。測定
開始から 5 分後にイオノマシンを添加し、小胞体内からの Ca2+放出を促した。イオノマイ
シン添加により、fura2 のシグナルが一過性に上昇した際、D1ERcpV のシグナルは一過性
に上昇し、後に減少していく傾向が見られた。それに対して、DD-D1ERcpV を発現した卵
では、fura2 のシグナルが一過性に上昇した際、シグナルの増加は見られず減少していく傾
向が見られた(図 2-16)。続いて、それぞれを発現させた卵細胞に対して、mPLCζ誘導性の
Ca2+オシレーションを引き起こし、経時変化に伴う両シグナルを取得した。オシレーション
の初期段階では、D1ERcpV および DD-D1ERcpV 由来のシグナル変化はどちらの系でも小
さく、オシレーション後期に向かうにつれてシグナルの変化が大きくなる傾向がみられる
(図 2-17A)。また、ファーストスパイク近傍に注目すると、初めの一過性の fura2 シグナル
の増加に対して、D1ERcpV シグナルは一過性の増加をみせている(図 2-17B)。それに対し
て、DD- D1ERcpV シグナルは初めの fura2 シグナルの上昇に対して増加は見られず、減少
していく傾向が見られた(図 2-17B)。この動態はイオノマシン添加時の動態と似ているもの
であった。加えて、ファーストスパイク終了時の fura2 シグナルの減少では、D1ERcpV シ
グナルの変化はみられなかったのに対して、DD-D1ERcpV ではシグナルの増加が見られた。
また、Ca2+オシレーションが開始されてから 5 つ目のスパイクにそれぞれ注目したところ
D1ERcpV では fura2 シグナルの一過性上昇に対して僅かな減少、fura2 シグナルの一過性 
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（A）  
 
(B)      （C）  
 
図 2-14 DD による D1ERcpV 小胞体局在評価 
(A) タンパク質局在画像。スケールバーは 20 µm。 
(B) 変動係数比較。 値は変動係数±標準偏差。変動係数はデータ分布のばらつきを表す値。
より大きな値をとると DD による分解が有意であることを示す。 
(C) 核内部蛍光率。 値は核内部蛍光率±標準偏差。核以外の部位での蛍光強度平均値を
100%としたときの核内部での蛍光強度平均値の割合。より小さな値をとると DD による分
解が有意であることを示す。DD 挿入により有意差あり**(p < 0.01)。 
(B、C)解析に用いたサンプル数 N は D1ERcpV(N=10)、DD-D1ERcpV(N=10)。 
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の減少に対して僅かな上昇しか示さないのに対して、DD-D1ERcpV では大きな減少、大き
な上昇が見られている(図 2-17C)。基本的に細胞質 Ca2+の増加要因は、小胞体からの Ca2+
放出であることが解っている(Saunders et al., 2002)。Fura2 は細胞全体に存在し、細胞質
Ca2+変化を計測していると考えられる。したがって、D1ERcpV の小胞体局在が十分である
ならば、fura2 シグナルが減少した際には D1ERcpV シグナルは増加、fura2 シグナルが増
加した際には、減少する傾向が見られるはずである。しかしながら、イオノマイシン刺激お
よびファーストスパイク初期の細胞質 Ca2+上昇において、D1ERcpV シグナルは fura2 の
シグナル上昇に合わせて上昇している。どちらの結果も、小胞体局在が不十分であることで
細胞質側の Ca2+変化を一部取得してしまうためだと考えられる。また、ファーストスパイ
ク終了時の D1ERcpV シグナル変化が小さくなる要因として、同様に細胞質側の Ca2+変化
を一部取得してしまうことで本来の変化を打ち消してしまっていることが考えられる。対
して DD-D1ERcpV シグナルはイオノマイシン刺激およびファーストスパイク初期の細胞
質 Ca2+上昇において、fura2 シグナル増加に合わせて減少が開始され、ファーストスパイ
ク終了時の fura2 シグナルの減少に対して増加する結果となった。これらの結果は、小胞体
への局在が十分であるときに予想される結果と一致しており、DD 融合による D1ERcpV の
局在改善がなされたと考えられる。また、オシレーション開始から少し経過したスパイクを
比較した際も D1ERcpV では細胞質側の Ca2+変化を一部取得しているような動態が見られ
ており、本来の変化を打ち消してしまうことでシグナル変化が少なくなっていると言える。 
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（A）  
 
（B） 
 
図 2-16 イオノマイシン刺激に伴う D1ERcpV シグナル変化 
(A) D1ERcpV 発現および fura2 染色卵（B）DD-D1ERcpV 発現および fura2 染色卵。全て
のグラフにおいて Fura2 の蛍光強度を左軸(青色線)、D1ER および DD-D1ERcpV の蛍光
強度比(cpVenus/CFP)を右軸(黒色線)で表す。イオノマイシンの添加タイミングを時間０分
とする。 
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(A) 
 
 
(B) 
 
 
(C) 
 
図 2-17 mPLCζ誘導性 Ca2+オシレーションに伴う D1ERcpV シグナル変化 
（A）シグナル変化全体図。左 D1ERcpV、右 DD-D1ERcpV。 
（B）（A）の赤いバー部位の拡大図。左 D1ERcpV、右 DD-D1ERcpV。 
（C）（A）の青バー部位の拡大図。左 D1ERcpV、右 DD-D1ERcpV。 
全てのグラフにおいて Fura2 の蛍光強度を左軸 (青色線 )、D1ERcpV の蛍光強度比
(cpVenus/CFP)を右軸(黒色線)で表す。 
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第３章 結論 
 本研究の目的は、移行シグナルを付与してもオルガネラへの局在が不十分である外来タ
ンパク質の局在改善であった。オルガネラ局在を改善する方法として、初めに分子シャペロ
ンタンパク質の共発現を行った。ミトコンドリアへ移行されるタンパクがアンフォールデ
ィング状態であることに注目した手法であり、細胞質分子シャペロンを蛍光タンパク質と
共発現させフォールディングを抑制できれば、細胞質に残留する蛍光タンパク質が減少し
局在は改善されると考えられた。しかしながら、様々な組み合わせで行った分子シャペロン
の共発現は蛍光タンパク質のミトコンドリア局在を改善することはなく、分子シャペロン
によるフォールディング抑制はミトコンドリア移行に対して効果を持たないようであった。
続いて、局在を改善する新たな方法として、タンパク質不安定化ドメイン(DD)を用いたタ
ンパク質量制御に注目した。細胞質にて残留してしまうタンパク質は DD の融合によって
ユビキチンプロテアソーム系で分解されるが、オルガネラ内部ではプロテアソームが存在
しないため分解が行われない。この特性により、細胞質に残留する DD 融合タンパク質の
みが分解され、局在が改善されると考えた。しかしながら、DD の融合は蛍光タンパク質の
ミトコンドリア局在を改善することはなく、ミトコンドリアにおいては DD による分解も
起こらないようであった。それに対して、小胞体への蛍光タンパク質局在では DD の融合
によって僅かではあるが局在の変化が見られた。小胞体へのタンパク質移行の応用として、
DD を小胞体内カルシウムプローブ D1ERcpV へと挿入した場合では、核領域でのタンパク
質分解が確認され、核領域と同じくプロテアソームが存在する細胞質でも DD による分解
が行われていることが示唆された。小胞体内の Ca2+プローブとして DD-D1ERcpV の機能
を fura2 と同時に経時測定を行った場合では、D1ERcpV では細胞質側の Ca2+濃度変化を
一部取得してしまう動態が見られたのに対して、DD-D1ERcpV そのような動態は見られず、
予想された小胞体内部の Ca2+動態が見られた。これらの結果は、小胞体へのタンパク質局
在に対して DD の融合は改善をもたらしたと考えることができる。今後は DD を融合した
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D1ERcpV のさらなる改良とDD-D1ERcpVを用いた小胞体内カルシウム動態の解析を行っ
ていく。小胞体へのタンパク質局在は改善されたが、いずれの方法を用いてもミトコンドリ
アへのタンパク質局在改善は行えていない。タンパク質のミトコンドリア移行には分子シ
ャペロンの他にも多くのタンパク質が関与している(TOM 複合体など)それらを過剰発現さ
せることで局在が改善される可能性が考えられる。 
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使用器具、試薬 
1. 分子生物実験【使用機器】 
 ● オートクレーブ：MLS-2420    (SANYO) 
 ● 乾熱滅菌機：NDN-400    (東京理科器械株式会社) 
 ● 上皿電子天秤：DL202-S    (METTLER TOLEDO） 
 ● インキュベーター：IC602    (ヤマト科学) 
 ● ブロックインキュベーター：B1-516C or B1-516H (ASTEC) 
 ● 電気泳動装置：GELMate2000    (TOYOBO) 
 ● 電気泳動撮影用カメラ：SP-510UZ    (OLYMPUS） 
 ● UB(302/365nm)トランスイルミネーター：TF ML-20E (UVP） 
 ● デジカメ仕様ゲル撮影装置：PX410    (BIO CRAFT) 
 ● 試験管ミキサー（ボルテックス）：TM-1 or HM-1  (AS ONE) 
 ● 微量高速冷却遠心機：MX-301 or MRX-150   (TOMY) 
 ● 卓上遠心分離機：チビタン    (Millipore) 
 ● 分光光度計：Biophotometer    (Eppendorf) 
 ● サーマルサイクラー：PC320    (ASTEC) 
 ● 吸引加圧ポンプ：USS 型     (NRK) 
 ● クリーンベンチ：PCV     (HITACHI) 
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2. 細胞生物学実験【使用機器】 
 ● 電子分析天秤：AB54-S     (METTLER TOLEDO) 
 ● pH メーター：pB-11    (Sartorius) 
 ● ホットスターラー：CHS-350    (AS ONE) 
 ● ブロックインキュベーター： DTU-1B  (TAITEC) 
 ● CO2インキュベーター：BNS-110    (ESPEC CORP) 
 ● ホットプレート：MODEL HM-11    (ヤマト科学) 
 ● 小型振とう器：NR-3    (TAITEC) 
 ● マイクロピペットプラー：P-87   (SUTTER INSTRUMENT) 
 ● マイクロフォージ：MF-    (NARISHIGE) 
 ● 双眼実体顕微鏡：SMZ-2B    (Nikon) 
 ● 倒立顕微鏡：Axiovert S100TV   (ZEISS) 
 ● 倒立顕微鏡：IX71     (OLYMPUS) 
● 共焦点レーザー顕微鏡：LSM710   (ZEISS) 
・アルゴンレーザー：     (LASOS) 
・半導体励起個体(DPSS)レーザー：DPSS 561-10 
  ・ディップスイッチ：RMC 7812 Z2    (LASOS) 
  ・LSM T-PMT：      (ZEISS) 
  ・CO2 インキュベーター：    (ZEISS) 
  ・ダイクロイックミラー：MBS 488/561 
：MBS 488 
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3. 使用器具 
● 50 mL シリンジ：SS-50ESZ    (TERMO) 
 ● 1.0 mL シリンジ：SS-01T    (TERMO) 
 ● 20G 注射針：NN-2038R     (TERMO) 
 ● 27G 注射針：NN-2719S     (TERMO) 
 ● 滅菌フィルター：Syringe Filter 33mM   (IWAKI) 
● 測定用ガラスボトムディッシュ 
  ・プラスティックディッシュ：35×10mm style  (FALCON) 
  ・角カバーガラス：24×24 No.1    (MATSUNAMI) 
  ・ワックス：Utility Wax     (GC) 
 プラスティックディッシュに約 12 cm の穴を開け、穴を覆うように 
ワックスで角カバーグラスをディッシュボトムに張り付けて作成。 
● インジェクションピペット 
 ・Borosilicate Glass Capillary GC150-10   (CLARK) 
 マイクロピペットプラーにて上記ガラス管を引いて作成。 
● ホールディングピペット 
・100 LAMDA（cu,mn）with One Aspirator Tube   (DrumMond） 
マイクロピペットプラーにて上記ガラス管を引いた後 
マイクロフォージにて先端の直径が 10 ~ 45 µm になるように作成。 
● マニュピレーションピペット 
・100 LAMDA（cu,mn）with One Aspirator Tube   (DrumMond） 
マイクロピペットプラーにて上記ガラス管を引いた後 
マイクロフォージにて先端の直径が約 90 µm になるように作成。 
  
57 
 
4. 使用試薬等 
核酸関連 
 ● PrimeSTAR® Max DNA Polymerase   (TaKaRa) 
● PrimeSTAR® HS DNA Polymerase   (TaKaRa) 
●  GoTaq® Green Master Mix    (TaKaRa) 
● MonoFas DNA 精製・抽出キット   (GL.Sciences) 
● DNA Ligation Kit     (TaKaRa)  
● In-Fusion® HD Cloning Kit    (TaKaRa) 
● Wizard® Midipreps DNA Purification System  (Promega) 
● MinElute Reaction Cleanup Kit   (QIAGEN) 
● RNase inhibitor     (Promega) 
● RNeasy MinElute Cleanup Kit   (QIAGEN) 
● TURBO Dnase     (Invitrogen) 
● mMESSAGE mMACHINE™ T7 Transcription Kit (Invitrogen) 
● 制限酵素(EcoRI, XbaI, NotI)   (TaKaRa) 
● Proteinase K     (TaKaRa) 
 
電気泳動の緩衝材およびゲル 
 ● 10×TE （Tris/EGTA） 
  ・Tris     100 mM   (Wako)                        
  ・EGTA   10 mM   (Wako) 
● 1×TE （Tris/EGTA） 
・10×TE    10 mL 
  ・UL-Pure    90 mL 
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● 50×TAE （Tris/Acetate/EGTA） Buffer 
  ・Tris          242 g   （Wako） 
  ・酢酸（17.5M）     57.1 mL   （Wako） 
  ・0.5M EDTA （pH8.0）   100 mL   （Wako） 
  ・UL-Pure     Up to  1.00 L 
● 1×TAE Buffer 
  ・50×TAE   0.1 L    
  ・蒸留水   4.9 L    
● アガロースゲル （Agarose Gel） 
  ・Agarose-S   2.0 g (1%)  4.0 g (2%) （Wako） 
  ・1×TAE Buffer  200 mL 
  ・10mg/mL EtBr   8.00 μL   （Invitrogen） 
  電子レンジで沸騰するまで加熱した後、60℃程度に冷めたら EtBr を 8.0μL 加え、型に
流し込み、固まったら TAE に浸して冷蔵保存。 
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バクテリア関連抗生物質および培地等 
● アンピシリン（Amp）  50 mg/tube   （Genlatis） 
  ※冷蔵保存、1.0 mL の滅菌 UL-pure に溶解して使用。 
 ● テトラサイクリン（TC） 5 mg/tube   （GTS） 
  ※遮光、冷蔵保存、1.0 mL の 100%エタノールに溶解して使用。 
● Luria-Bertani（LB）液体培地 
・LB 培地パウダー  25 g   （MP Biomedicals , LIC） 
  ・UL-Pure   1.0 L 
● Luria-Bertani（LB）寒天プレート 
  ・培養用寒天  3.75 g 
  ・LB 培地   250 mL 
  ・50mg/mL Amp  250 μL 
  ・5mg/mL Tetracycline  1.0 mL 
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細胞生理学用試薬および培地   
 ● 100 mM Na Pyruvate   
  ・Na Pyuvate   110 mg   (Wako) 
  ・UL-Pure   100 ml 
 ● 100 mM HEPES 
  ・HEPES   2.38 mg   (Wako) 
  ・UL-Pure   100 ml 
 ● 1M NaOH 
  ・NaOH   4.0 g   (Wako) 
  ・UL-Pure   100 ml 
 ● A10 x 
  ・NaCl   5.53 g   (Wako) 
  ・KCl   358 mg   (Wako) 
  ・CaCl2・2H2O  250 mg   (Wako) 
  ・MgSO4・7H2O  296 mg   (Wako) 
  ・UL-Pure   100 ml 
 ● B10 x 
  ・KH2PO4   163 mg   (Wako) 
  ・NaHCO3   428 mg   (Wako) 
  ・UL-Pure  Up to 100 ml 
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● M2 
  ・A10 x   10 ml 
  ・B10 x   10 ml 
  ・100 mM HEPES  10 ml 
  ・100 mM Pyuvate  0.50 ml 
  ・60% Na Lactate  0.37 ml   (SIGMA) 
  ・Glucose   100 mg   (Wako) 
  ・1M NaOH      pH7.4 に調整 
  ・UL-Pure  Up to 100 ml 
 ● M16 
  ・A10 x   10 ml 
  ・1M KH2PO4  120 ml   (Wako) 
  ・NaHCO3   211 mg   (Wako) 
  ・60% Na Lactate  330 ml   (SIGMA) 
  ・Glucose   100 mg   (Wako) 
  ・0.1% Phenol Red  0.2 ml   (Wako) 
  ・UL-Pure  Up to 100 ml 
※ M2 および M16 はフィルター滅菌後、冷蔵保存。  
    M16 は使用前に３７℃、５％ CO２インキュベーターで平衡化。 
● BSA(Albumin bovine serum,Fraction V,≧96%)  (SIGMA)  
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マウス過排卵処理用液(ホルモン) 
● 50 U/ml ピーメックス(PMSG) 
 ・ピーメックス  1A(1000U)  (三共エール薬品株式会社) 
 ・滅菌生理食塩水  20 ml  
● 50 U/ml ゴナトロピン(hCG) 
 ・ゴナトロピン  1A(1000U)  (あすか製薬株式会社) 
 ・滅菌生理食塩水  20 ml 
マウス卵細胞処理試薬 
● イオノマイシン     (シグマ) 
● Fura2-AM      (同仁化学研究所) 
● MitoTraker DeepRed     (Invitrogen) 
 
5. 実験生物 
 ● ddY メスマウス 
 ● Bacteria, XL-1 Blue  
 
6. 解析ソフト 
● Image J 
 ● A Plasmid Editor 
 ● ZEN 
● R 
● Optical Image 
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